微小RNA（microRNA, miRNA）是一类内源性、长度大约为18个-25个碱基的高度保守的非编码小分子RNA。可与靶mRNA的3′非翻译区（3′-UTR）特异性结合，在转录后水平调节基因的表达^\[[@b1]\]^，导致目标mRNA的降解或者基因沉默从而调节细胞分化、增殖、调亡、肿瘤发生等多种生物学过程。已有的研究^\[[@b2],\ [@b3]\]^表明miRNA能行使癌基因或抑癌基因的功能，miRNA参与和肿瘤的发生发展相关的许多重要生物学过程，包括肿瘤的凋亡、增殖、分化、转移、血管生成和免疫反应等。研究表明，miR-133b编码基因位于染色体臂6p^\[[@b4]\]^，在肺癌组织及患者血清中miR-133b呈低表达，通过刺激下游信号通路（Ras/Raf/MEK/ERK/MAPK、PI3K / AKT、STAT3、FAK等），促进了肿瘤细胞的增殖、血管生成、肿瘤侵袭转移及细胞凋亡的抑制^\[[@b5]\]^。刘等^\[[@b6]\]^研究表明，miR-133b与非小细胞肺癌（non-small cell lung cancer, NSCLC）辐射敏感度之间有一定的联系，miR-133b可通过靶向*PKM2*基因治疗抗放射性的肺癌。另有研究^\[[@b7]\]^报道miR-133a和miR-133b可以下调PKM2表达从而抑制舌鳞状细胞癌的增殖。本实验通过研究miR-133b与*PKM2*基因的关系及其对肺癌干细胞的作用，阐明miR-133b抗癌作用的部分机制，进一步证明miR-133b可作为一个潜在的抗癌新靶点。

1. 材料与方法 {#s1}
=============

1.1. 材料 {#s1-1}
---------

A549细胞株购自ATCC，DMEM购置于Invitrogen，miR-133b模拟物miR-133b mimics、阻遏物miR-133b inhibitor、miR-133b control购置于中国上海吉玛制药技术有限公司，CD133 MicroBead Kit（human）和CD34 MicroBead Kit（human）和购置于美国Miltenyi Biotec公司，转染试剂Lipofectamine 2000购置于Invitrogen公司，miRNA提取试剂盒mirVana RNA Isolation Kit，逆转录试剂盒Taqman miRNA Reverse Transcripation Kit购置于美国ABI公司，荧光实时定量PCR试剂盒、Annexin V、FITC凋亡检测试剂盒购置于BD公司，SYBR Green Master购置于瑞士罗氏公司，U6内参引物于上海生工公司设计，GAPDH一抗购置于Abcam公司，CCK-8试剂盒购置于南京凯基生物有限公司，流式细胞仪购置于BD公司。

1.2. 细胞培养 {#s1-2}
-------------

细胞于DMEM培养基中培养，培养基中同时添加10%的胎牛血清，100 U/mL的青霉素、100 mg/mL的链霉素，置于37 ℃、含5%CO~2~的培养箱中培养。贴壁增殖至80%-90%融合时，用胰蛋白酶进行消化、传代。

1.3. 基因结合位点报告 {#s1-3}
---------------------

miR-133b与PKM2使用miRBase和miRNAMap数据库进行序列对比（网站：http://microrna.sanger.ac.uk，http://mirnamap.mbc.nctu.edu.tw）。

1.4. CD133^+^/CD34^+^肺癌干细胞的分选 {#s1-4}
-------------------------------------

收集培养至对数生长期的A549细胞，离心后加入Buffer重悬，加入磁珠标记的抗体（CD133和CD34），混匀后室温反应30 min，通过Auto MACS仪器，分选获得CD133^+^/CD34^+^细胞。采用流式细胞仪检测CD133^+^/ CD34^+^细胞的纯度。

1.5. 转染及验证 {#s1-5}
---------------

### 1.5.1. Lipofectamine 2000脂质体转染 {#s1-5-1}

miR-133b取对数生长期的A549干细胞，5×10^5^个/孔细胞接种于6孔板中，加入2 mL完全培养基，待细胞结合度约70%时进行转染。按照试剂盒说明书的操作方法，分别加入终浓度为100 nmol/L的miR 133b mimics、miR 133b inhibitor以及对照质粒miRNA con，每组设3个复孔进行转染，37 ℃放置48 h，更换为正常培养基培养，进行下一步实验。

### 1.5.2. qRT-PCR检测miR-133b的表达 {#s1-5-2}

按照TRIzol试剂盒说明书提取细胞总RNA并逆转录为cDNA。miRNA cDNA采用miRNA 3\'末端加Poly(A)法逆转录合成，具体步骤参照Taqman miRNA Reverse Transcripation Kit说明书。采用SYBR Green qPCR检测miR-133b（U6 snRNA为内参）的表达，利用2^-△△Ct^方法计算miR-133b的相对表达水平。PCR引物序列如下，U6 snRNA上游序列：5\'-CTCGCTTCGGCAGCACA-3\'，下游序列：5\'-AACGCTTCACGAATTTGCGT-3\'；miR-133b上游序列：5\'-AAACCTGGCGGCCACGCTAC-3\'，下游序列：5\'-GACCGTGGTCCACTGCAGGC-3\'。反应条件：95 ℃预变性2 s，95 ℃变性10 s，60 ℃退火20 s，70 ℃延伸1 s-10 s，扩增40个循环。

1.6. CCK8法检测细胞的增殖 {#s1-6}
-------------------------

### 1.6.1. 细胞增殖实验 {#s1-6-1}

分别检测转染6 d内A549干细胞的增殖情况。细胞以5×10^3^个/孔的密度接种在96孔板内，培养4 h后加入10 µL CCK-8，细胞培养箱内放置2 h后，使用酶标仪检测450 nm处检测各孔OD值，每组重复4次。相对增殖活力=实验组OD值/空白对照组OD值。

### 1.6.2. 细胞耐药性实验 {#s1-6-2}

转染48 h后，用15 μg/mL化疗药物DDP处理各组转染的CD133^+^/CD34^+^细胞0 h、24 h、48 h、72 h，收集各组各个时间点的细胞，流式细胞术检测细胞凋亡率。

1.7. Western blot检测蛋白表达 {#s1-7}
-----------------------------

### 1.7.1. 转染对PKM2蛋白表达的影响 {#s1-7-1}

检测过表达及抑制miR-133b对A549干细胞蛋白水平的影响。取转染后的A549干细胞，裂解提取总蛋白。BCA法测定细胞裂解物的蛋白含量，取等量蛋白质以12%SDS-PAGE分离并转移至PVDF膜上，单克隆抗体4 ℃孵育过夜。PBST洗去一抗，HRP连接的二抗室温孵育2 h。洗涤，ECL试剂盒显色，凝胶成像系统采集成像。GAPDH作为内参。成像结果结合Image J灰度分析软件对PKM2蛋白水平进行分析对比。

### 1.7.2. DDP处理对细胞PKM2蛋白表达的影响 {#s1-7-2}

检测过表达及抑制miR-133b的A549干细胞对在DDP药物处理后，PKM2蛋白水平的变化，取经15 μg/mL化疗药物DDP处理24 h的CD133^+^/CD34^+^细胞，提取总蛋白，Western blot结合Image J灰度分析软件分析其中PKM2蛋白水平，方法同上。

1.8. 统计学分析 {#s1-8}
---------------

应用统计分析软件SPSS 17.0进行数据分析，实验结果采用平均数±标准差（Mean±SD）的方式表示，双向t检验来确定差异的显着性。*P* \> 0.05表示差异无统计学意义；*P* \< 0.05表示差异有统计学意义；*P* \< 0.01表示差异具有显著统计学意义。

2. 结果 {#s2}
=======

2.1. 基因结合位点报告以及流式结果 {#s2-1}
---------------------------------

miRBase结果表明miR-133b有1, 038个靶基因结合位点，其中包括PKM2（数据库基因ID:ENST00000389093）。miR-133b和PKM2的基因结合位点1119-1136如[图 1](#Figure1){ref-type="fig"}所示。流式结果如[图 2](#Figure2){ref-type="fig"}所示，免疫磁珠分离纯化后CD133^+^/CD34^+^细胞纯度为（92.15+4.27）%。

![*PKM2*基因与miR133b基因结合位点报告\
Binding sites of mature miR-133b on PKM2 transcript](zgfazz-20-6-376-1){#Figure1}

![CD133^+^/CD34^+^细胞纯度检测\
The purity of CD133^+^ /CD34^+^stem cells](zgfazz-20-6-376-2){#Figure2}

2.2. qRT-PCR结果 {#s2-2}
----------------

qRT-PCR结果显示，与对照组相比，转染miR-133b mimics后，细胞内miR-133b表达明显上调（*P* \< 0.01）；转染miR-133b inhibtor，细胞内miR-133b表达明显下调（*P* \< 0.01），见[图 3](#Figure3){ref-type="fig"}。结果提示转染成功，可有效干预miR-133b的表达。

![RT-PCR检测转染组miR-133b mRNA表达情况。^\*\*^*P* \< 0.001 *vs* 对照组\
The expression of miR-133b in each group determined b real-time PCR. ^\*\*^*P* \< 0.001 *vs* control group](zgfazz-20-6-376-3){#Figure3}

2.3. 转染miR-133b对细胞增殖及PKM2蛋白表达的影响 {#s2-3}
-----------------------------------------------

CCK8增殖实验结果如[图 4](#Figure4){ref-type="fig"}示，与对照组相比，过表达miR-133b后，CD133^+^肺癌干细胞的增殖能力显著降低（*P* \< 0.05），在第4-6天下降最为显著；而抑制miR-133b表达细胞增殖能力明显增强（*P* \< 0.05），在第3-4天增殖最为明显。Western blot结果如[图 5](#Figure5){ref-type="fig"}所示，过表达miR-133b后CD133^+^肺癌干细胞PKM2蛋白的表达水平明显降低（*P* \< 0.01）；而抑制miR-133b表达则明显增加CD133^+^肺癌干细胞PKM2蛋白水平（*P* \< 0.01）。

![细胞增殖曲线\
The curve of cell proliferation](zgfazz-20-6-376-4){#Figure4}

![PKM2蛋白表达水平。^\*\*^*P* \< 0.001 *vs* 对照组\
The expression levels of PKM2. ^\*\*^*P* \< 0.001 *vs* control group.](zgfazz-20-6-376-5){#Figure5}

2.4. 转染miR-133b对细胞凋亡的影响 {#s2-4}
---------------------------------

细胞凋亡结果如[图 6](#Figure6){ref-type="fig"}示，miR-133b mimics组细胞在DDP处理12 h后，细胞凋亡率明显高于对照组和miR-133b inhibitor组（*P* \< 0.05），且miR-133b inhibitor组细胞凋亡率明显低于对照组，在DDP处理72 h差异更明显。

![细胞凋亡率\
Cell apoptosis rate](zgfazz-20-6-376-6){#Figure6}

2.5. 转染miR-133b与药物处理对PKM2蛋白表达的影响 {#s2-5}
-----------------------------------------------

Western blot结果如[图 7](#Figure7){ref-type="fig"}所示，miR-133b mimics+DDP组PKM2蛋白的表达明显低于对照组及抑制miR-133b组（*P* \< 0.05）。

![PKM2蛋白表达水平。^\*\*^*P* \< 0.001 *vs* 对照组，^\*^*P* \< 0.05 *vs* 对照组\
The expression levels of PKM2. ^\*\*^*P* \< 0.001 *vs* control, ^\*^*P* \< 0.05 *vs* control.](zgfazz-20-6-376-7){#Figure7}

3. 讨论 {#s3}
=======

肺癌的发病率与死亡率不断升高，已成为近年来的恶性肿瘤之首，严重威胁着人类的健康与生命^\[[@b8]\]^。尽管我们关于癌症的知识越来越多，但针对肺癌的有效治疗手段仍很有限。很多学者^\[[@b9],\ [@b10]\]^致力于鉴定肺癌中差异表达的miRNA并寻找其靶基因，以期为寻找新的治疗靶点提供重要的线索。

肿瘤干细胞是实体肿瘤中的一小部分，有增殖、自我更新、分化为肿瘤块的能力^\[[@b11]\]^。已有实验报道CD133为肿瘤干细胞特异标志分子，CD133^+^肿瘤干细胞由于具有干细胞的特性，其对化疗或放疗都具有不敏感性^\[[@b12]\]^。有研究^\[[@b13]\]^表明CD133、CD34和CD44可以作为分离人肺腺癌肿瘤干细胞的表面蛋白表标记组合。本研究利用CD133、CD34作为A549干细胞的特异性分子标记物，采用免疫磁珠分离出高纯度CD133^+^/CD34^+^肺癌干细胞。

研究^\[[@b14]\]^发现PKM2在多种恶性肿瘤中表达升高，且与肿瘤耐药性及预后相关，在肿瘤的发生发展中发挥重要的调控作用。PKM2以高活性四聚体和低活性的二聚体两种形式充当糖酵解双功能作用的传感器和调控器，确定其是代谢成乳酸还是合成大分子。PKM2四聚体形式具有丙酮酸激酶活性，能催化磷酸烯醇式丙酮酸转化为丙酮酸，与底物PEP有高亲和力，酶催化能力很强，为肿瘤细胞分化、增殖提供所需的能量。二聚体形式，则能催化合成细胞构建模块如核算、氨基酸、磷脂等^\[[@b15]\]^。*PKM2*是癌症治疗的一个重要的靶基因，PKM2在肝癌中高表达与患者的不良预后相关^\[[@b16]\]^。使PKM2高表达会促进癌细胞中间代谢产物的积累，对肿瘤治疗有益。有研究^\[[@b6]\]^表明，miR-133b通过靶向PKM2改善肺癌细胞的放疗敏感性。而本研究通过实验阐明miR-133b作为靶向PKM2的miRNA，两者之间的关系，及其抑癌作用。

我们使用miRBase和miRNAMap数据库进行分析，预测miR-133b与*PKM2*基因有靶向关系。有研究^\[[@b17],\ [@b18]\]^表明，CD133阳性细胞具有高度增殖分化潜能和体内成瘤能力及干细胞样特性。在肺癌组织及患者血清中miR-133b呈低表达，通过刺激下游信号通路（Ras/Raf/MEK/ERK/MAPK、PI3K/AKT、STAT3、FAK等），促进了肿瘤细胞的增殖、血管生成、肿瘤侵袭转移及细胞凋亡的抑制^\[[@b5]\]^。我们应用免疫磁珠分选法从A549细胞株中分选出CD133^+^/CD34^+^细胞，即A549干细胞，并应用流式细胞术检测其纯度。在CD133^+^/CD34^+^细胞的基础上转染miR-133b模拟物和阻遏物，运用qRT-PCR验证转染结果。之后利用CCK8法及Western blot检测miR-133b对CD133^+^/CD34^+^细胞增殖的影响，证明miR-133b可以靶向调节*PKM2*基因，影响肺癌干细胞增殖。为了阐明miR-133b对肺癌干细胞药物敏感性的影响，我们检测不同时间点的DDP对过表达及抑制miR-133b的CD133^+^/CD34^+^细胞的增殖情况的影响，发现miR-133b mimics+DDP组的细胞抵抗DDP的能力降低，细胞凋亡率明显升高。综上所述，我们发现过表达miR-133b可以有效降低CD133^+^/CD34^+^细胞的增殖能力，同时可以增强细胞对DDP的敏感性，并且这些作用均可能是通过靶向PKM2基因，影响PKM2的表达而体现的。为探索miR-113b对肺癌干细胞的作用机制以及网络调控奠定了基础，同时为肺癌的生物学防治提供了一个新的潜在靶标。
